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1. Einleitung

1.1. Die Mastzelle

1.1.1. Identifikation und Lokalisation

Mastzellen sind wichtige Effektorzellen allergischer Reaktionen. AulRerdem nehmen
sie eine bedeutende Rolle im Rahmen fibrotischer und chronisch-entzindlicher Pro-
zesse ein. In den letzten Jahren mehrten sich die Hinweise auf eine Beteiligung von

Mastzellen bei der Entstehung von Autoimmunerkrankungen (55).

Mastzellen (Abb. 1) kommen in beinahe allen Organen des menschlichen Korpers
vor (55, 30), vor allem im Bindegewebe von Haut, Lunge, Verdauungstrakt und auch
in den Geschlechtsorganen des Mannes (z.B. im interstitiellen Bindegewebe des
Hodens, in der Lamina propria der Tubuli seminiferi und im Nebenhoden) und der
Frau (3, 34, 28).

Die Mastzelle wurde vor Uber 100 Jahren von Paul Ehrlich entdeckt (15). Er be-
schrieb sie als Zellen, welche zytoplasmatische Granula enthielten und die sich mit
Anilinblau rot bzw. blau anfarben lieRen (15, 16). Dartber hinaus beschrieb Ehrlich
erstmals die Assoziation von Mastzellen mit chronisch-entzindlichen Erkrankungen

und Neoplasien (15).

Abb. 1: Elektronenmikroskopische Aufnahme einer Mastzelle (29).



1.1.2. Funktion

Obwonhl ihre genaue pathophysiologische Bedeutung noch nicht exakt eruiert werden
konnte, ist bekannt, dass Mastzellen eine entscheidende Rollen bei entzundlichen,
allergischen und fibrotischen Erkrankungen spielen (60, 55). Mastzellen entfalten
diese Wirkung Uber biogene Amine (Histamin, Serotonin), Proteoglykane (Heparin,
Chondroitinsulfate), Prostaglandine und besonders Uber Proteasen (Tryptase,
Chymase, Cathepsin-G-like Protease, Carboxypeptidase) (60, 55, 43).

Daruber hinaus exprimieren und sezernieren Mastzellen eine Reihe von Rezeptoren
und Zytokinen, darunter tumor-necrosis factor-a, granuloyte-macrophage colony-
stimulating factor, transforming growth factor-, Interferon-y und verschiedene
Interleukine, u.a. IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-9, IL-13 (22, 8, 2). IL-4, IL-5, IL-9 spielen
eine wichtige Rolle bei der Entstehung von Asthma. Daruber hinaus ist bekannt, dass
IL-5 essentiell fur die Rekrutierung von eosinophilen Granulozyten ist. Ebenso
spielen IL-9 und IL-13 eine entscheidende Rolle bei der Entstehung von

Entzindungen im Respirationstrakt (39, 52, 57).

1.2. Mastzellproteasen

Beim Menschen unterscheidet man aufgrund ihres unterschiedlichen Gehalts an

neutralen Proteasen immunhistochemisch zwei Arten von Mastzellen (43, 55).

Der MC+c-Typ beinhaltet Tryptase (ca. 35 pg / Zelle), Chymase (ca. 4,5 pg / Zelle),
Cathepsin-G-like Protease, Mastzell-Carboxypeptidase (ca. 10 pg / Zelle) und
Histamin (ca. 1,9 pg / Zelle) (Tab. 1). Er ist in der intestinalen Mucosa und
Submucosa anzutreffen und ist der dominierende Typ in axillaren Lymphknoten, der

Conjunctiva und dem Parenchym der Mamma (43, 55).

Tryptase, Chymase und Carboxypeptidase sind zusammen in einem sekretorischen
Granulum lokalisiert. Sie sind an makromolekulare Proteoglykankomplexe gebunden,
wobei Chymase und Carboxypeptidase einen gemeinsamen Komplex bilden.
Tryptase ist separat an einen eigenen Proteoglykankomplex gebunden (43).

Der MC+-Typ enthalt Tryptase (ca. 10 pg / Zelle), Heparin, Histamin (1,5 pg / Zelle)

und Chondroitinsulfat A und E. Diese Mastzellunterform hat ihre Lokalisation in der



intestinalen Mucosa, jedoch nicht in der Submucosa. Der MCrc-Typ dominiert im
gesamten Lungengewebe. MCqc-Zellen und MCr-Zellen sind in der Mukosa der
Nasenschleimhaut in einem Verhaltnis von ca. 2:1 anzutreffen (Tab. 1) (43, 55).

Sowohl MCr¢ -Zellen als auch MCr-Zellen produzieren Interleukine. IL-4 wird zu 85%
uberwiegend von MCqc-Zellen produziert. 1I-5 und 1I-6 werden hingegen fast

ausschlieBlich von MCt -Zellen synthetisiert (55).

Tabelle 1: Mastzellen und ihre Inhalte (55)

Charakteristika MC+r-Zellen MC+c-Zellen
(pg / Zelle) (pg / Zelle)
Proteinasen Tryptase (10) Tryptase (35)

Chymase (4,5)
Carboxypeptidase (19)

Cathepsin G
Amine Histamin (1,5) Histamin (1,9)
Proteoglykane Heparin Heparin

Chondroitinsulfat A, E | Chondroitinsulfat A,E

Zytokine IL-4, IL-5, IL-6 IL-4, IL-8

1.2.1. Funktion der Mastzellproteasen

Chymase ist eine Serin-Endoprotease, die auf Chymotrypsin-ahnliche Substrate, u.
a. VIP (vasoaktives intestinales Polypeptid), Bradykinin, Kallikrein, und Substanz P
spezialisiert ist. Wahrend bei Saugetieren zahlreiche Unterformen existieren, die sich
bezlglich ihrer Ladung, Ldslichkeit, Proteoglykan-Bindungsfahigkeit, Glykolysierung
und katalytischen Fahigkeiten unterscheiden, scheint beim Menschen jedoch,
basierend auf derzeitigen genetischen und enzymatischen Untersuchungen, nur eine
Hauptform der Chymase zu existieren (55).

Funktionell inaktiviert Chymase Bradykinin und spielt somit eine wichtige Rolle bei

der Inaktivierung von Bronchokonstriktoren (55). Es konnte gezeigt werden, dass



Inkubation von menschlicher Haut mit Chymase zu einem Verlust der
Adhasionsfilamente zwischen Basalmembran und dermo—epidermaler Junktionszone
fuhrt (1, 10). Weiterhin wird vermutet, dass Chymase modulierend bei entzindlichen
Ereignissen der Haut eingreift, da sie die Dauer von Vasodilatationen, ausgelost
durch die Reizung sensorischer Nerven, verlangern kann (9).

Ein weiteres wichtiges biologisches Substrat der Chymase ist Angiotensin I,
Chymase besitzt die Fahigkeit, Angiotensin | zu Angiotensin Il unabhangig vom
Angiotensin — Converting — Enzym (ACE) zu konvertieren (49).

Tryptase ist der Hauptbestandteil menschlicher Mastzellen (19). Man differenziert
Tryptase in a- und B-Tryptase, wobei bei der a-Tryptase zwei Hauptformen (o | und
a 1), und der B-Tryptase drei Hauptformen (B I, B Il, und B Ill) differenziert werden
(31, 46).

Die o-Tryptase ist hierbei die aktive, homotetramere Form, welche nicht in
sekretorischen Granula gespeichert ist. a-Tryptase wird von Mastzellen direkt
freigesetzt. Dies wurde bewiesen, da sowohl der Vorlaufer von a-Tryptase als auch
a-Tryptase selbst im Vergleich zur monomeren B-Protryptase Aminosauresequenzen
aufweisen, die nicht durch intramolekulare Autoprozession verandert werden (40).
Die B-Tryptase ist die monomere, inaktive Form der Tryptase. Um diese in die
tetramere o-Trypase zu verwandeln, sind sowohl ein saurer pH-Wert als auch die
Anwesenheit von Heparin notwendig. Dissoziiert Tryptase von seiner
Heparinbindung ab, verandert sie ihre Form. Dies konnte mittels Antikdrpern, welche
aktive Tryptase erkennen konnen und durch Messung der katalytischen Aktivitaten

der Tryptase-formen nachgewiesen werden (44).

Funktionell aktiviert Tryptase Prostomyelosin (Metalloproteinase Ill) und inaktiviert
Fibrinogen (43). Erst kirzlich wurde entdeckt, dass humane Tryptase eine Abnahme
des Calcitonin-Gene-Related Proteins bewirkt, so dass Calcitonin als potenter Vaso-
dilatator unter Tryptaseeinfluss an Aktivitat verliert (54). Untersuchungen an isolierten
Hundebronchi konnten zeigen, dass Tryptaseeinfluss zu einer erhdhten
Kontraktiliktat der glatten Bronchialmuskulatur, bedingt durch einen erhdéhten Ca —
Einstrom in die Muskelzellen, flhrt (48).



In der Epidermis werden mittels Tryptase Fibronektin und Kollagenase Typ IV
abgebaut. Dies konnte eine Rolle beim Gewebeumbau und Matrixabbau spielen, da
Fibronektin als extrazellulares Matrixprotein unter Tryptaseeinfluss dosisabhangig
vermindert wird (27).

Im Rahmen der Blutgerinnung nimmt Tryptase Einfluss auf den Fibrinogenabbau und
- inaktivierung (45).

AulRerdem bewirkt Tryptase eine erhohte Permeabilitat der Blutgefasse und verstarkt
die Leukozyteneinsprossung uber eine Hemmung der Thrombinwirkung an der

glatten GefalRmuskulatur (17).

1.2.2. Mastzellproteasen als klinischer Indikator fur Mastzellaktivitat

In den letzten Jahren hat Tryptase als klinischer Marker flr Mastzellaktivitat oder
sogar fur die Mastzelllast eines Menschen immer mehr an Bedeutung gewonnen
(37).

Bei Patienten mit Mastozytose oder im Rahmen anaphylaktischer Reaktionen
konnen erhdhte Tryptasewerte im Serum gemessen werden (43). Wahrend einer
anaphy-laktischen Reaktion erreicht die Tryptasekonzentration ihr Maximum nach 60
bis 120 Minuten, um danach mit einer Halbwertszeit von zwei Stunden wieder
abzufallen (47).

Daruber hinaus konnten erhohte Tryptasekonzentrationen post mortem in Seren von
Kindern festgestellt werden, die am sudden-infant-death-syndrome verstarben, so
dass eine Ursache dieses multifaktoriellen Krankheitsbildes anaphylaktische Reak-

tionen sein kdnnen (38).

Ein Charakteristikum von Asthma als chronisch—entzindliche Erkrankung ist eine
gesteigerte Mastzellaktivitat. Es konnte gezeigt werden, dass Asthmapatienten
erhdhte Tryptase- und PGD2-Konzentrationen im Bronchiallavat aufweisen.

Zudem zeigen Mastzellen aus bronchioalveolarer Lavage von Asthmapatienten einen

gesteigerten Spontanrelease von Histamin (48).



1.3. Proteinase-activated receptors (PAR)

Zur Gruppe der PAR-Rezeptoren gehoren vier G-Protein-gekoppelte Transmem-
branrezeptoren, welche normalerweise proteolytisch Uber einen an ihnen gebun-
denen Liganden aktiviert werden. Drei der Rezeptoren (PAR 1, 3 ,4) werden mittels
Thrombin Uber proteolytische Spaltung ihrer Aminotermini aktiviert. Der PAR-2-
Rezeptor kann jedoch auch von anderen Proteasen aktiviert werden, u.a. Trypsin,
Tryptase und Faktor Xa (37).

Die Verteilung des PAR-2 Rezetors im Gewebe und seine Funktion sind noch nicht
vollig geklart. Northern-Blot-Analysen konnten PAR-2 mRNA in der Niere, im Magen,
im Pankreas, in der Leber, im Colon und im Dunndarm nachweisen (14, 7, 35).
Weiterhin ist bekannt, dass dieser Rezeptor an der Oberflache von Keratinozyten,
Fibroblasten, Enterozyten, Endothelialzellen, glatten Muskelzellen, T-Zellen und

bestimmten Tumorzellen exprimiert wird (36, 13).

Untersuchungen bewiesen, dass die Serinprotease Tryptase, ebenfalls wie Trypsin,
die Fahigkeit besitzt, den PAR-2 Rezeptor zu aktivieren. Eine Deaktivierung uber
Gabe von PAR-2-Rezeptor-Antikorpern bzw. Tryptase-Antikorpern konnte ebenso

aufgezeigt werden (33).

1.4. Interaktionen zwischen Tryptase und des PAR-2-Rezeptors bei fibrotischen

Erkrankungen des Menschen

Mastzellen kénnen fibroproliferative Aktionen in menschlichen Fibroblasten auslosen
(18). Im Rahmen von Co-Kultivierung von humanen Mastzellen mit Fibroblasten
konnte gezeigt werden, dass diese vor allem Uber eine Hochregulation von
Cyclooxygenase 2 (COX 2) und Prostaglandin E; in Fibroblasten erreicht wird (18).
Als verantwortlich fur diesen Effekt werden IL-4, IL-13 oder die secretory
phospholipase A diskutiert (18, 25, 51).

Mayerhofer et al. (18) konnten zeigen, dass auch Tryptase die Proliferation von
Fibroblasten induziert, indem sie, PAR-2-Rezeptor-vermittelt, einen Anstieg von

Cyclooxygenase 2 bewirkt.
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1.5. Bedeutung von Mastzellen und ihrer Produkte im menschlichen Hoden

Mastzellen sind Bestandteile des Bindegewebes im menschlichen Hoden und des
Nebenhodens und liegen hier von der Geburt bis zum Erwachsenenalter vor (34). Sie
ahneln ultrastrukturell denen in anderen Bindegeweben. Die Anzahl der Mastzellen
sowohl im Interstitium, in der Tunica albuginea als auch im Bindegewebe des
Nebenhodens steigt im Sauglingsalter leicht an, nimmt dann im Laufe der Kindheit
ab, und erhodht sich dann in der Pubertat erneut. Im Erwachsenenalter ist eine
kontinuierliche Abnahme der Anzahl der Mastzellen im testikularen und epididymalen

Bindegewebe zu beobachten (34).

Maseki et al. (28) untersuchten Hodenbiopsien von 15 fertilen Patienten und von 70
Patienten mit nicht naher charakterisierter idiopathischer Infertilitat. Im Vergleich zu
den gesunden Probanden zeigte sich bei den erkrankten Patienten eine erhohte

Anzahl von Mastzellen im interstitiellen Bindegewebe der Tubuli seminiferi.

Yamanaka et al. (59) untersuchten Hodenbiopsieproben von 12 Patienten mit
obstruktiver Azoospermie (acht aufgrund kongenitaler bilateraler Aplasie des Vas
deferens, vier aufgrund Z.n. inguinaler Herniorrhaphie), von sieben Patienten mit
idiopathischer Azoospermie aufgrund Sertoli-Cell-Only-Syndrom oder Spermato-
genese-Arrest, von 30 Patienten mit Varikozele und Oligozoospermie, und von acht
gesunden, fertilen Mannern. Es zeigte sich eine statistisch signifikante Erhéhung von
Mastzellen (p < 0,05) im Bindegewebe und der Lamina propria der Tubuli seminiferi
bei Patienten mit Azoospermie, Varikozele oder obstruktiver Azoospermie im
Vergleich zu fertilen Patienten. Daruber hinaus zeigte sich, dass bei den gesunden
Patienten der MC+-Typ dominiert, wohingegen bei allen erkrankten Patientengruppen

der MCqc-Typ vorrangig ist.

Bei Patienten mit gestorter Spermatogenese findet man eine fibrotische Verdickung
der Wande der Tubuli seminiferi. Untersuchungen zeigten, dass infertile Patienten
mit ausgepragter Hypospermatogenese aufgrund eines Spermatogenese—Arrestes
(n = 6) oder eines Sertoli-Cell-Only-Syndroms (n = 6) eine statistisch signifikante

Erhdhung von Mastzellen in ihren Tubuli seminiferi im Vergleich zu gesunden
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Patienten aufwiesen (n = 6) bei ausgepragter fibrotischer Verdickung der
Tubuluswande (29).

Die Beobachtung einer erhdohten Mastzellkonzentration in Hoden infertiler Manner
(Abb. 2) und die bekannte fibroproliferative Eigenschaft der Mastzellprotease
Tryptase lassen eine wichtige Rolle von Mastzellen in der Pathogenese von

Fertilitatsstorungen vermuten (29).

Abb. 2: Tryptase-positive Mastzellen im menschlichen Hoden (29).

Ein weiterer Hinweis dafur, dass Mastzellen und ihre Produkte eine wichtige Rolle im
Rahmen der mannlichen Infertilitat spielen, liefern Berichte Uber eine verbesserte

Ejakulatqualitat nach einem Einsatz von Mastzellblockern.

So zeigte der Einsatz des Mastzellblockers Ketotifen in der Behandlung von Oligo-
und Asthenozoospermien eine statistisch signifikante Verbesserung der Spermato-
zoenkonzentration und -motilitat. Hierbei wurden Patienten (n = 17) mit einer idio-
pathischen normogonadotropen Oligozoospermie (Spermatozoenkonzentration < 20
x 10%/ml) Giber 3 Monate mit Ketotifen 2 x 1 mg/die behandelt (42).

Eine von Yamamoto et al. (68) durchgeflhrte, placebo-kontrollierte, randomisierte
Studie zum Einsatz des Mastzellblockers Rizaben (300 mg/die Uber 12 Wochen) bei
Mannern (n = 50) mit idiopathischer Infertilitat (Spermatozoenkonzentration < 5 x
10%/ml; normale Spermatozoenmorphologie > 60%; Spermatozoenmotilitat > 10%)
zeigte in der Verumgruppe eine signifikante Erhdhung der Spermatozoenkonzen-

tration, Spermatozoenmoatilitdt und der Anzahl der motilen Spermatozoen. Im
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Vergleich zur Schwangerschaftsrate (PR) der Placebogruppe (PR = 0%) betrug diese
in der Verumgruppe 28,6%.

Die Gabe des Mastzellblockers Tranilast (n = 17; Spermatozoenkonzentration < 10 x
10%/ml; 300 mg/die Tranilast Giber mind. 12 Wochen) fiihrte in einer von Hibi et al.
(23) durchgefuhrten Studie zu einer signifikanten Erhohung der Gesamt-

spermatozoenzahl.

Cayan et al. (11) fuhrten eine Studie mit 16 Patienten durch, die an einer Azoo- bzw.
Oligozoospermie litten und eine erhdhte Konzentration tryptasehaltiger Mastzellen
ihrer Tubuli seminiferi aufwiesen. Nach einer vier- bis neunmonatigen Behandlung
mit dem Mastzellblocker Fexofenadin (180 mg/die) zeigten sich keinerlei Effekte auf
die Spermatozoenqualitat, und es wurde von keinen Schwangerschaften nach der

Behandlung berichtet.

Obwohl einschrankend gesagt werden muss, dass die hierzu durchgefuhrten Studien
methodische Mangel aufwiesen und mit Vorsicht interpretiert werden missen, war es
von herausragendem Interesse, ob, und wenn ja, wie Mastzellprodukte direkte

Effekte auf die Motilitat humaner Spermatozoen ausuben.

1.6. Fragestellung und Arbeitsprogramm

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, mogliche direkte Effekte von Mastzellproteasen,
vor allem Tryptase und Chymase, auf humane Spermatozoen zu untersuchen. In
einzelnen Studien waren Verbesserungen der Ejakulatqualitat durch den Einsatz von
Mastzellblockern berichtet worden (42, 58, 23). Daruber hinaus ist bekannt, dass
Patienten, die an einer idiopathischen Infertilitat leiden, eine erhdhte Konzentration
von Mastzellen im interstitiellen Bindegewebe ihrer Hoden und in der Lamina propria
ihrer Tubuli seminiferi aufweisen (28, 19).

Um mogliche direkte Interaktionen zwischen Mastzellprodukten und Spermatozoen
zu untersuchen, sollten zunachst Spermatozoen mit Tryptase bzw. Chymase
verschiedener Konzentrationen inkubiert und ihre Motilitat zu verschiedenen
Zeitpunkten mit dem CASA-System (computer-assisted semen analysis) bestimmt

werden. Nach Etablierung motilitdtshemmender Einflisse von Tryptase sollten deren
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Mechanismen weiter untersucht werden. Da bekannt ist, dass Tryptase fibro-
proliterative Effekte Uber PAR-2-Rezeptoren ausubt (18), sollte eine mdgliche Rolle
dieser Rezeptoren bei der Vermittlung der Tryptaseeffekte auf Spermatozoen unter-
sucht werden. AulRerdem galt es herauszufinden, ob und in welchem Umfang Sper-
matozoen in vivo mit Tryptase in Kontakt kommen konnen. Hierzu sollten
immunhistochemische Untersuchungen an Eileitergewebe sowie Untersuchungen
zum Nachweis von Tryptase in Seminalplasma und Follikelflussigkeit durchgefuhrt

werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Materialien

2.1.1. Gerate

Mika Motion Analyzer fur Windows V1.0, copyright by mika medical GmbH

Mikroskop: Nikon Type 104, Fa. Nikon, Japan

Zentrifuge: Hettrich Universal 32, Fa. Carl Zeiss, Gottingen

ReaktionsgefalRe: Eppendorf tubes 1,5 ml, Fa. Eppendorf, Hamburg

Pipetten: 5 pl, 10 pl, 20 pl, 200 pl, 500 pl, Fa. Eppendorf, Hamburg

Pipettenspitzen: 5 ul, 200 pl, 500 ul, Fa. Eppendorf, Hamburg

2.1.2. Chemikalien

PBS-Puffer (phosphate buffered saline), Fa. Life Technologies, Paisley, Schottland

Human Recombinant Skin 3 Tryptase, Fa. Promega, Madison, USA

MES (2-N-Morpholino-ethanesulfonic acid), Hausapotheke des Klinikums rechts der

Isar, Minchen

MOPS (3-N-morpholino-2-hydroxypropanesulfonicacid), Hausapotheke des

Klinikums rechts der Isar, Minchen

Glycerol 10%, Hausapotheke der Klinikums rechts der Isar, Minchen
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NaCl 200 mM, Hausapotheke des Klinikums rechts der Isar, Minchen

Heparin 0,5 mg/ml, Fa. Merck KG, Darmstadt

Mouse-anti-tryptase-IlgG monoclonal antibodies, Fa. Pharmacia & Upjohn, Dibendorf

Goat-anti-PAR2 polyclonal antibodies, Fa. Santa Cruz Biotechnologies, Santa Cruz,
USA

Human recombinant chymase, erhalten von Norman Schechter, University of

Pennsylvania, Philadelphia, USA

Medicult sperm preparation medium, Fa. Medicult, Jyllinge, Danemark

2.2. Patienten und Probanden

Die in den Experimenten verwendeten Ejakulate stammten von gesunden Probanden
(n = 12) in einem Alter von 23-42 Jahren, die keinerlei Anamnese bezuglich
Infertilitatsstorungen aufwiesen und vorher ihr Einverstandnis gegeben hatten.

Das frische, nach ca. 20 Minuten verflissigte Ejakulat wurde 10 Minuten bei 1760
U/min zentrifugiert. Der dabei entstandene Uberstand wurde vorsichtig abpipettiert
und das Pellet mit 4 ml Medicult Spermatozoenpraparationsmedium resuspendiert.
AnschlieBend wurde erneut bei 1760 U/min fur 10 Minuten zentrifugiert, der

Uberstand verworfen und das Pellet wiederum mit 4 ml Medium resuspendiert.

Die Ejakulate wurden nach Standardparametern gemass den Vorgaben der World
Health Organization (56) analysiert.

Die Motiliat wurde computergestitzt mittels des CASA-Systems (Stromberg-Mika)
ermittelt. Das CASA-System (computer-assisted semen analysis) ermoglicht die
Erkennung und objektive Messung der prozentualen Motilitat, Spermatozoen
bewegung, Spermatozoengeschwindigkeit und Spermatozoenkonzentration (Tab. 2,
Abb. 3, Tab. 3).

Die Messungen erfolgten in einer Makler-Kammer (Kammertiefe 10 um) bei 37°C.
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Tabelle 2: CASA-MeRparameter und ihre Bedeutung (5)

Parameter (Abkiirzung) Bedeutung/Definition Einheit
Motilitatsrate (Mot) Anteil motiler Zellen %
Curve line velocity (VCL) Geschwindigkeit entlang der tatsachlichen Bahn um/s
Averaged path velocity (VAP) Geschwindigkeit entlang der gemittelten Bahn pm/s
Straight line velocity (VSL) Geschwindigkeit entlang der Luftlinie pum/s
Lateral head displacement (LHD) |seitliche Kopfauslenkung um
Beat frequency (BT) Kopf-/Schwanzschlagfrequenz Hz

Linearity (Lin)

Straightness (Str)

Linearitat = VSL/VCL

Geradlinigkeit = VSL/VAP

%

%

Abb. 3: Darstellung von VCL, VSL und VAP (5)

Curvilinear
path

Averaged

path \

VCL

VSL

/

Straight line path
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Tabelle 3: Klassifizierung von Spermatozoen (5)

Klasse Bedingung

Immotil (IM) VAP <10 pm/s

Lokal motil (LoM) VAP > 10 pm/s und < 30 pm/s
Motil (M) VAP > 30 ym/s

Unterklasse

Linear motil (LM) Motil, nicht-hyperaktiv und Geradlinigkeit > 90%

Nicht-linear motil (NLM) Motil, nicht-hyperaktiv und Geradlinigkeit > 90%

Hyperaktiv (H) Motil, VCL > 80 um/s, Linearitat < 65% und Kopfauslenkung < 6,5
Kreislaufer (KL) Motil, keine andere Motilitatsklasse und Bahnradius < 8 ym

FuUr die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Experimente wurden nur Ejakulate
mit < 1 x 10° Leukozyten/ml und einer Motilitdt (WHO a + b) > 50% und einer

progressiven Motilitat (WHO a) > 25% verwendet.
2.3. Lokalisation von Mastzellen im menschlichen Eileiter

Es wurden Gewebeproben immunhistochemisch mittels Avidin-Biotin-Peroxidase
(38) untersucht mit der Frage, ob diese tryptasehaltige Mastzellen enthalten. Die
Gewebeproben wurden von Frauen (n = 3; < 40 Jahre) nach Autopsie gewonnen, die
keine Hinweise auf pathologische Prozesse bezuglich ihrer Geschlechtsorgane
zeigten. Die immunhistochemischen Untersuchungen wurden in Zusammenarbeit mit

Prof. Mayerhofer, Institut fir Anatomie der LMU Munchen, durchgefihrt.
2.4. Lokalisation von PAR-2-Rezeptoren auf Spermatozoen

Die immunelekronenmikroskopischen Aufnahmen des PAR-2-Rezeptors wurden in
ejakulierten Spermatozoen durchgefuhrt, die in 4% Paraformaldehyd, 0,1%
Glutaraldehyd und in 0,05 M PBS bei einem pH-Wert von 7,4 fixiert waren. Die

Markierung erfolgte mittels Lowicryl (K4M; Polysciences, Eppenheim, Germany) mit
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einem PAR-2-Antikorper der Ziege und einem zweiten, gold-markierten Antiserum
(1:20; 10 nm; Aurion, Wageningen, The Netherlands). Die Untersuchung erfolgte mit
dem Zeiss EM 10 Elektronenmikroskop.

Als Kontrolle wurde entweder kein Antiserum eingesetzt oder dieses durch normales

Kaninchenserum ersetzt.

2.5. Messung von Tryptase im menschlichen Seminalplasma und in

menschlicher Follikelflussigkeit

Fir diese Untersuchung wurde frisches Ejakulat von Patienten (n = 114, Alter 18-65
Jahre) aus der andrologischen Ambulanz und von 25 gesunden Spendern (Alter 18 -
55 Jahre) gesammelt, die keinerlei Anamnese bezuglich Fertilitatsstorungen auf-
wiesen.

Die Spermatozoen wurde hierfir wie in 2.2. beschrieben vorbehandelt. Das
Seminalplasma wurde durch wiederholte Zentrifugation (10000 U/min far 3 x 15
Minuten) gewonnen und anschlieBend die Tryptasekonzentration uber einen
kommerziell erhaltlichen solid—phase Radioimmunoassay (Pharmacia tryptase

RIACT) ermittelt. Die Bestimmungsgrenzen des Assays liegen bei 1 pgl/l.

Zusatzlich wurden Spermatozoenanalysen nach der WHO (56) durchgefuhrt, die die
Bestimmung des pH-Werts, des Volumens, der Gesamtspermatozoenzahl, der
Spermatozoenkonzentration, der Beweglichkeit, der Morphologie (Shorr-Farbung),
der Vitalitat (Eosinfarbung), Peroxidase-positiver Leukozyten, der Granulozyten-

elastase und der a-Glucosidase beinhalteten.

Die Follikelflussigkeit wurde von Frauen gewonnen (n = 8, Alter 32-39 Jahre), die
sich einer In-vitro-Fertilisation in der gynakologischen Gemeinschaftspraxis Drs.
Bollmann/Brickner/Noss, Im Tal 5, 80331 Munchen, unterzogen. Die Tryptase-

messung erfolgte Uber den oben beschriebenen Immunoassay.

2.6. Effekte von Tryptase auf Spermatozoen

Es wurden Stammlosungen von 100 ug/ml Tryptase in einer gepufferten Losung (pH
= 6,1) hergestellt, die 10 mM MES (Morpholinoethansulfonacid), 200 mM NacCl, 10%
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Glycerol und 0,5 mg/ml Heparin enthielten. Aliquots wurden tiefgefroren bei -20°C
gelagert.

Vor Experimentbeginn wurde die Stammlosung mit PBS versetzt (phosphate
buffered saline) und nach Zugabe der Spermatozoensuspension (s. 2.2.) zu den
Endkonzentrationen von 10, 100 und 1000 ng/ml verdinnt.

Als Kontrollen wurde Spermatozoenproben verwendet, die nur mit der Pufferlosung
bzw. PBS versetzt wurden.

Nach 10, 30, 60 und 180 Minuten wurden mittels des CASA-Systems verschiedene
Spermatozoenparameter bei einer Temperatur von 37°C ermittelt: Beweglichkeit (%
WHO a/b/c), curve line velocity (VCL), averaged path velocity (VAP) und straight line
velocity (VSL).

Da die Tryptase-Effekte am deutlichsten und schnellsten bei einer Endkonzentration
von 1000 ng/ml erzielt wurden, wurde diese Konzentration fur die weiteren

Experimente verwendet.

2.7. Reversibilitat des Tryptase-Effekts auf Spermatozoen

Um die Rerversibilitdt des Tryptase-Effekts zu Uberprifen, wurden die
Spermatozoensuspensionen nach Inkubation der Spermatozoen mit 100 ng/ml bzw.
1000 ng/ml Tryptase fur 60 Minuten zweimal mit Medicult
Spermatozoenpraparationsmedium gewaschen und die Motilitat nach 10 Minuten
erneut bei einer Temperatur von 37°C bestimmt. Als Kontrolle wurde die Motilitat von
denselben Spermatozoenproben nach 60 Minuten bestimmt, denen Tryptase in einer
Konzentration von 100 ng/ml bzw. 1000 ng/ml zugesetzt worden war und die danach

keinem Waschvorgang unterzogen wurden.

2.8. Effekte von Chymase auf menschliche Spermatozoen

Stammldsungen von 100 pg/ml Chymase in 2.0 M NaCl und 1 mM MOPS (3-N-
morpholino-2-hydroxypropanesulfonicacid) mit einem pH-Wert von 6,8 wurden
aliquotiert und bei -20°C bis zur Verwendung gelagert.

Vor Experimentbeginn wurde die Stammloésung mit PBS und der
Spermatozoensuspension (s. 2.2.) zu den Endkonzentrationen von 10, 100 und 1000

ng/ml verdunnt.
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Als Kontrollen wurden Spermatozoenproben verwendet, die nur mit der Pufferldsung
bzw. PBS versetzt worden waren.

Nach 10, 30, 60 und 180 Minuten wurden verschiedene Spermatozoenparameter
ermittelt: Beweglichkeit (% WHO a/b/c), curve line velocity (VCL), averaged path
velocity (VAP) und straight line velocity (VSL).

2.9. Reversibilitat des Chymase-Effekts auf Spermatozoen

Um die Rerversibilitat des Chymase-Effekts zu Uberprifen, wurden die
Spermatozoenproben nach einer Inkubationszeit von 60 Minuten bei einer
Temperatur von 37°C mit 100 ng/ml bzw. 1000 ng/ml Chymase zweimal mit Medicult
Spermatozoenpraparationsmedium gewaschen und die Motilitat mit dem CASA-

System nach 10 Minuten erneut bestimmt.

2.10. Hemmung des Tryptase-Effekts auf Spermatozoen mit monoklonalen

Anti-Tryptase-Antikorpern der Maus

Zur Uberpriifung der Spezifitdt der Tryptase-Effekte auf Spermatozoen wurden Anti-
Tryptase-Antikorper eingesetzt. Hierzu wurde zunachst eine Stammlosung von 100
pg/ml monoklonalen Maus-Anti-Tryptase-Antikdrpern (in PBS, pH = 7,2) hergestellt
und in Aliquots bei -20°C gelagert. Die eingesetzte Antikérperkonzentration betrug
nach Verdinnung mit PBS und Zugabe der Spermatozoensuspension 1000 ng/ml.
Vor Exposition der Spermatozoen mit 1000 ng/ml Tryptase wurden die Proben 5
Minuten mit dem Antikdrper der Konzentration 1000 ng/ml inkubiert und bei einer
Temperatur von 37°C nach 30, 60 und 180 Minuten die Motilitat bestimmt.

Als Kontrollen wurden unbehandelte Spermatozoen bzw. Spermatozoen, die nur mit

dem Antikorper bzw. nur mit Tryptase inkubiert wurden, eingesetzt.

2.11. Effekte des polyklonalen PAR-2-Rezeptor-Antikorpers (proteinase-

activated receptor 2 c17: sc 8205) der Ziege auf Spermatozoen

Um den Effekt des PAR-2-Antikorpers auf Spermatozoen zu untersuchen, wurden
Stammldsungen von 100 ng/ml PAR-2-Antikérper der Ziege (in PBS, pH = 7,2)

hergestellt und anschlielend bei -20°C tiefgefroren.
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Fir die Experimente wurde die Antikdrper-Stammlésung mit PBS-Puffer, der 0,1%
Natriumazid und 0,2% Gelatine enthielt, nach Zugabe der Spermatozoensuspension
verdunnt (s. 2.2.), so dass der Antikorper in einer Konzentration von 10 pg/ml, 100
ng/ml und 1 ng/ml vorlag.

Finf Minuten nach Inkubation der einzelnen Antikérperkonzentrationen mit der
Spermatozoensuspension (s. 2. 2.) wurde Tryptase (10 ug/ml) zugefugt, so dass die
einzelnen Suspensionen als Endkonzentration 1000 ng/ml Tryptase enthielten. Die
Motilitat wurde anschlieRend bei einer Temperatur von 37°C nach 30, 60 und 180
Minuten bestimmt.

Als Kontrollen wurden unbehandelte Spermatozoen bzw. Spermatozoen, die nur mit

dem Antikdrper bzw. nur mit Tryptase inkubiert wurden, eingesetzt.

2.12. Statistische Analyse

Die erhobenen Daten wurden als Mittelwerte mit Einbezug der Standardabweichung
dargestellt. Die statistischen Vergleiche wurden mit ANOVA durchgefuhrt, gefolgt
vom Scheffe-Test. Alle Tests wurden doppelseitig durchgefihrt. Die Analysen
erfolgten mittels SPSS 11.0 Software.

P - Werte < 0,05 wurden als statistisch signifikant bewertet.
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3. Ergebnisse

3.1. Tryptase im menschlichen Seminalplasma und menschlicher

Follikelflussigkeit

Tryptase konnte in 14,4% der 114 untersuchten Seminalplasmaproben von Patienten
der andrologischen Sprechstunde gemessen werden. Im Mittel enthielten die Proben
4,18 (Standardabweichung = 1,95) ng/ml Tryptase. Die Werte lagen zwischen 1
ng/ml (untere Bestimmungsgrenze) und 18,7 ng/ml Tryptase (Abb. 4). In den
Seminalplasmaproben gesunder Spender (n = 25) konnte in 20% der Seminal-
plasmaproben ein Tryptasemittelwert von 1,66 (Standardabweichung + 0,65) ng/ml
nachgewiesen werden (Abb. 5).

Die Patienten, die erhohte Tryptasewerte aufwiesen, zeigten eine leere
Atopieanamnese und wiesen normwertige Gesamt-IgE-Werte auf. Bei einem der
untersuchten Patienten war eine Mastozytose bekannt.

Die Tryptasewerte korrelierten nicht mit den gleichzeitig bestimmten Sperma-
tozoenparametern (Konzentration, Beweglichkeit, Morphologie, Peroxidase-positive
Leukozyten, Granulozyten-Elastase).

Die Tryptasekonzentrationen in der Follikelflissigkeit lagen zwischen 1,60 ng/ml und
3,73 ng/ml.

O< 1 ng/ml
m 1-2 ng/mi
02-3 ng/mi

0> 3 ng/ml
99

Abb. 4: Tryptasekonzentrationen im Seminalplasma von 114 Patienten der andrologischen Ambulanz.
In 14,4% der untersuchten Proben konnte Tryptase nachgewiesen werden bei einem Mittelwert von
4,18 (Standardabweichung + 1,95) ng/ml Tryptase.
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Abb. 5: Tryptasekonzentrationen im Seminalplasma von 25 gesunden Spendern. In 20% der
untersuchten Proben konnte Tryptase nachgewiesen werden bei einem Mittelwert von 1,66
(Standardabweichung * 0,65) ng/ml Tryptase.

3.2, Immunhistochemische Bestimmung der Lokalisation von Mastzellen im

menschlichen Eileiter

Immunreaktive, tryptasehaltige Mastzellen konnten in der Muskelschicht und im
subepithelialen Bindegewebe von Eileitern lokalisiert werden (Abb. 6). Alle Kontrollen

waren negativ (nicht abgebildet).

Abb. 6: Immunhistochemische Lokalisation von tryptasehaltigen Mastzellen im menschlichen Eileiter.
Es sind vier, subepithelial lokalisierte Mastzellen dargestellt.

Skalierung: 40 ym
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3.3. Inmunelektronenmikroskopischer Nachweis von PAR-2-Rezeptoren auf

humanen Spermatozoen

PAR-2-Rezeptoren wurden in der Plasmamembran und in der au3eren akrosomalen
Membran menschlicher Spermatozoen lokalisiert. Darliber hinaus konnten PAR-2-
Rezeptoren in der Plasmamembran des Flagellums gefunden werden. Alle
Kontrollen waren negativ (Abb. 7).

Abb. 7: Immunelektronenmikroskopisches Bild von PAR-2-Rezeptoren auf humanen Spermatozoen.
Die Rezeptoren befinden sich in der Plasmamembran des Akrosoms und des Flagellums. Kontrollen
(ohne Einsatz des Antikorpers) sind in (d) aufgezeigt.

Skalierung: a = 250 nm; b = 100 nm; ¢ = 200 nm; d = 150 nm
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3.4. Effekte von Tryptase auf die menschliche Spermatozoenmotilitat

Der Gesamtmotilitdt von Spermatozoen gesunder Spender (n = 12) wurde von
Tryptase dosis- und zeitabhangig reduziert. Nach einer Inkubationszeit von 10
Minuten mit 1000 ng/ml Tryptase verringerte sich die Gesamtmotilitat der
Spermatozoen signifikant (p =0,045) (Abb. 8). Die ebenfalls bestimmten Motilitats-

parameter (VCL, VAP, VSL) zeigten keine statistisch signifikanten Veranderungen.

100
2
£ 80
i) __ %
% 60 L N — L m Kontrolle
E 40 - — O Tryptase
g
§ 20

0 _
10 ng/ml 100 ng/ml 1000 ng/ml
Konzentration

Abb. 8: Effekte von Tryptase auf die Gesamtmotilitdt von Spermatozoen nach einer Inkubationszeit
von 10 Minuten. * zeigt den statistisch signifikanten Unterschied (p = 0,045) im Vergleich zur Kontrolle
an.

Nach 30 Minuten wurde die Gesamtmotilitat der Spermatozoen in Proben mit einer
Tryptasekonzentration von 100 ng/ml und 1000 ng/ml signifikant reduziert (100 ng/ml:
p =0,037, 1000 ng/ml: p <0,01) (Abb. 9). Die ebenfalls bestimmten Motilitatspara-
meter (VCL, VAP, VSL) zeigten keine statistisch signifikanten Veranderungen.
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Abb. 9: Effekte von Tryptase auf die Gesamtotilitit von Spermatozoen (n = 12) nach einer

*

Inkubationszeit von 30 Minuten. * zeigt den statistisch signifikanten Unterschied bei 100 ng/ml

Tryptase (p = 0,037), ** den statistisch signifikanten Unterschied bei 1000 ng/ml Tryptase (p < 0,01) im

Vergleich zur Kontrolle an.

Nach einer Inkubationszeit von 60 Minuten konnte eine signifikante Reduktion der
Gesamtmotilitat der Spermatozoen bei allen verwendeten Tryptasekonzentrationen
beobachtet werden (10 ng/ml: p = 0,046, 100 ng/ml: p < 0,05, 1000 ng/ml: p < 0,01)
(Abb. 10). Die ebenfalls bestimmten Motilitatsparameter (VCL, VAP, VSL) zeigten

keine statistisch signifikanten Veranderungen.
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Abb. 10: Effekte von Tryptase auf die Gesamtmotilitdt von Spermatozoen (n = 12) nach einer
Inkubationszeit von 60 Minuten. * zeigt den statistisch signifikanten Unterschied bei 10 ng/ml Tryptase
(p = 0,046) und 100 ng/ml Tryptase (p < 0,05), ** den statistisch signifikanten Unterschied bei 1000
ng/ml Tryptase (p < 0,01) im Vergleich zur Kontrolle an.

180 Minuten nach Zugabe von Tryptase zeigte die Gesamtmotilitat der
Spermatozoen eine weitere signifikante Abnahme bei allen verwendeten Tryptase-
konzentrationen (10 ng/ml: p < 0,05, 100 ng/ml: p < 0,01, 1000 ng/ml: p < 0,001) (Abb.
11). Die ebenfalls bestimmten Motilitatsparameter (VCL, VAP, VSL) zeigten keine

statistisch signifikanten Veranderungen.
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Abb. 11: Effekte von Tryptase auf die Gesamtmotilitdt von Spermatozoen (n = 12) nach einer
Inkubationszeit von 180 Minuten. * zeigt den statistisch signifikanten Unterschied bei 10 ng/ml
Tryptase (p < 0,05), ** den statistisch signifikanten Unterschied bei 100 ng/ml Tryptase (p < 0,01) und
*** den statistisch signifikanten Unterschied bei 1000 ng/ml Tryptase (p <0,001) im Vergleich zur

Kontrolle an.

3.5. Zeit- und Konzentrationsabhangigkeit des Tryptase-Effekts auf die

Spermatozoenmotilitat

Abb. 12 zeigt, dass im Vergleich zu den Kontrollen eine statistisch signifikante
Abnahme der Gesamtmotilitat schon nach 10 Minuten bei Inkubation mit 1000 ng/ml

Tryptase zu beobachten war. Bei 100 ng/ml Tryptase war eine signifikante Abnahme
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der Gesamtmotilitat erst nach 30 Minuten Inkubationszeit zu erkennen, bei 10 ng/ml
Tryptase erst bei einer Inkubationszeit von 60 Minuten. Nach einer Inkubation von
180 Minuten war bei allen eingesetzten Tryptasekonzentrationen (10, 100, 1000
ng/ml) eine statistisch signifikante Reduktion der Gesamtmaotilitat im Vergleich zur

Kontrolle zu beobachten.
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- =& =Kontrollen —m— Tryptase 1000 ng/m| —a— Tryptase 100 ng/ml Tryptase 10 ng/ml

Abb. 12: Zeit- und Konzentrationsabhangigkeit des Tryptaseeffekts auf die Spermatozoenmotilitat.

*

zeigt die statistisch signifikante Abnahme (p < 0,05) der Gesamtmotilitdt im Vergleich zum

Ausgangswert an.

3.6. Effekte von Chymase auf die menschliche Spermatozoenmotilitat

Eine Inkubation mit 10 ng/ml und 100 ng/ml der Serinprotease Chymase hatte keinen
signifikanten Einfluss auf die Spermatozoengesamtmotilitdt gesunder Spender (n =
12). Die Inkubation mit 1000 ng/ml Chymase fuhrte jedoch nach 60 Minuten zu einer
signifikanten Abnahme (p = 0,042) der Gesamtmotilitat (Abb. 13). Eine Verlangerung
der Inkubationszeit auf 180 Minuten zeigte keine weiteren Veranderungen (Abb. 13).
Die ebenfalls bestimmten Motilitdtsparameter (VCL, VAP, VSL) zeigten keine

statistisch signifikanten Veranderungen.
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Abb. 13: Nach einer Inkubationszeit von 60 Minuten mit Chymase (1000 ng/ml) kam es zu einer
signifikanten Abnahme der Gesamtmatilitdt (n = 12). * zeigt den statistisch signifikanten Unterschied
(p = 0,042) im Vergleich zur Kontrolle an.

3.7. Reversibilitat des Effekts von Tryptase auf menschliche Spermatozoen

Der hemmende EinfluR von Tryptase auf die Spermatozoengesamtmotilitat erwies
sich als reversibel. Durch zweimaliges Waschen der Spermatozoenproben (n = 6)
nach Inkubation mit 100 ng/ml bzw. 1000 ng/ml Tryptase fur 60 Minuten erreichte die
Gesamtmotilitat Werte, die mit denen der Kontrollen vergleichbar waren (p = 0,014)
(Abb. 14). Die ebenfalls bestimmten Motilitatsparameter (VCL, VAP, VSL) zeigten

keine statistisch signifikanten Veranderungen.
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Abb. 14: Reversibilitat des Effekts von 100 ng/ml bzw. 1000 ng/ml Tryptase auf die Spermatozoen-
motilitdt nach 60 Minuten. ** zeigt den statistisch signifikanten Unterschied (p = 0,014) im Vergleich

zur Kontrolle an.

3.8. Irreversibilitat des Effekts von Chymase auf die Motilitat menschlicher

Spermatozoen

Wie in 3.6. dargestellt, war nach Inkubation mit 1000 ng/ml Chymase ein signifikanter
Abfall der Gesamtmotilitat zu erkennen.

Im Gegensatz zu Tryptase jedoch war dieser Effekt bei Chymase nicht reversibel.
Nach Inkubation der Spermatozoen (n = 3) mit 1000 ng/ml Chymase fur 60 Minuten
und zweimaligem Waschen war eine weitere Abnahme der Gesamtmotilitat zu be-
obachten (Abb. 15). Die ebenfalls bestimmten Motilitatsparameter (VCL, VAP, VSL)

zeigten keine statistisch signifikanten Veranderungen.
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Abb. 15: Irreversibilitat von Chymase (1000 ng/ml) auf die Spermatozoengesamtmotilitat. * zeigt den
statistisch signifikanten Unterschied (p = 0,042) im Vergleich zur Kontrolle an.
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3.9. Inhibition der Tryptasewirkung auf die Spermatozoenmotilitat durch

Anti-Tryptase-Antikorper der Maus

Zur Uberprufung der Sperzifitat des Tryptaseeffekts auf die Motilidt menschlicher
Spermatozoen wurden Spermatozoenproben gesunder Spender (n = 7) nach
Inkubation mit Anti-Tryptase-Antikorper der Maus (1000 ng/ml) mit Tryptase (1000
ng/ml) versetzt und nach 30, 60 und 180 Minuten die Gesamtmotilitat bestimmit.

In den mit dem Antikorper vorbehandelten Proben zeigte sich ein signifikant hdherer
Anteil motiler Spermatozoen (30 min.: p =0,006; 60 min.: p = 0,003; 180 min.: p =
0,004) im Vergleich zu den Proben, die nur mit Tryptase behandelt wurden (Abb. 16).
Die ebenfalls bestimmten Motilitatsparameter (VCL, VAP, VSL) zeigten keine

statistisch signifikanten Veranderungen.
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Abb. 16: Inhibition der Tryptasewirkung auf die Spermatozoengesamtmotilitdt durch Anti-Tryptase-
Antikorper. ** zeigt den statistisch signifikanten Unterschied im Vergleich zur Kontrolle nach 30
Minuten (p = 0,006), 60 Minuten (p = 0,003) und 180 Minuten (p = 0,004) Inkubation mit Anti-Tryptase-

Antikorpern.
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3.10. Verhinderung der Tryptaseeffekte auf die Spermatozoenmotilitat durch

Vorinkubation mit PAR-2-Rezeptor-Antikorpern

Spermatozoen gesunder Spender (n = 6), welche mit 100 ng/ml bzw. 1000 ng/ml
Anti-PAR-2 Antikérper vorbehandelt und anschlielend mit 1000 ng/ml Tryptase
inkubiert wurden, zeigten nach 30, 60 und 180 Minuten eine statistisch signifikante
hohere Gesamtmotilitat (30 min.: p = 0,013; 60 min.: p = 0,004; 180 min.: p = 0,001)
als ausschlieRlich mit Tryptase versetzte Proben (Abb. 17). Die ebenfalls bestimmten
Motilitatsparameter (VCL, VAP, VSL) =zeigten keine statistisch signifikanten

Veranderungen.

100
B Unbehandelte

Spermatozoen

0 1000 ng/ml
Tryptase

#@ 100 ng/ml
Anti-PAR?2
+ 1000 ng/ml
Tryptase

m 1000 ng/ml
Anti-PAR2
+ 1000 ng/mi
Tryptase

Gesamtmotilitiat in %

30 min 60 min 180 min

Abb. 17: Verhinderung der Tryptaseeffekte auf die Spermatozoengesamtmaotilitdt (n = 6) durch
Vorinkubation mit PAR-2-Rezeptor-AntikOrpern. * zeigt den statistisch signifikanten Unterschied im
Vergleich zu den tryptasehaltigen Proben nach 30 Minuten (p = 0,013), 60 Minuten (p = 0,004) und
180 Minuten (p = 0,001) Inkubation mit PAR-2-Rezeptor-Antikdrpern an.
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4. Diskussion

Tryptase und Chymase sind die fur Mastzellen spezifischen Proteasen (26). Tryptase ist
in allen menschlichen Mastzellen enthalten (26) und eine erhdhte Anzahl von Mast-
zellen ist in Hoden infertiler Manner nachweisbar (28, 19).

Da Tryptase im Rahmen dieser Arbeit im Seminalplasma bestimmt und Mastzellen im
Tubenepithel nachgewiesen werden konnten, war es von herausragendem Interesse,
mdgliche direkte Effekte von Mastzellproteasen, v.a. von Tryptase, auf Spermatozoen
zu untersuchen.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Tryptase die Motilitat
humaner Spermatozoen zeit- und konzentrationsabhangig verringert.

Es konnte weiterhin demonstriert werden, dass diese Effekte Uber PAR-2-Rezeptoren
vermittelt werden.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten PAR-2-Rezeptoren erstmals an der Membran des
Akrosoms und des Mittelsticks menschlicher Spermatozoen lokalisiert werden.

Nach Blockierung des PAR-2-Rezeptors durch einen PAR-2-Rezeptor-Antikorper
konnte der hemmende Effekt von Tryptase auf Spermatozoen verhindert werden.
Ebenfalls konnten im Rahmen dieser Experimente tryptasehaltige Mastzellen in der
menschlichen Eileiterwand detektiert werden, so dass anzunehmen ist, dass Tryptase
auch in der Tubenflissigkeit enthalten ist. Somit ist es moéglich, dass Spermatozoen im

weiblichen Genitaltrakt mit Tryptase in Kontakt kommen kénnen.

Die Serinprotease Tryptase ist in allen menschlichen Mastzellen enthalten (26). Im
menschlichen Hoden sind Mastzellen vor allem im Interstitium und der Lamina propria
lokalisiert. Bei Patienten mit einer Varikozele, obstruktiver oder idiopathischer Azoo-
spermie Uberwiegt der Anteil der MCrc-Zellen signifikant. Generell ist die Anzahl
testikularer Mastzellen bei Patienten mit einer idiopathischen Azoospermie signifikant
erhoht (28, 19). Bisher deutet nur eine Arbeit darauf hin, dass bei gesunden Patienten
der MC+-Typ dominiert, wahrend eine statistisch signifikante Korrelation zwischen der
Anzahl von MCrc-Zellen und dem Grad der Sklerosierung bei Patienten mit
sklerosierten Tubuli semininiferi besteht (59). Untersuchungen zeigten, dass Patienten

mit normaler Spermatogenese Mastzellen in intertubularen Bereichen aufweisen.



34

Patienten mit Spermatogenese-Arrest und Sertoli-Cell-Only—Syndrom zeigen eine
statistisch signifikante Erhohung der Zahl von Mastzellen in den Tubuli seminiferi bei
gleichzeitiger Verdickung der Tubuli (29). Somit ist es moglich, einen Zusammenhang
zwischen der Zahl von Mastzellen im menschlichen Hoden und Stérungen der

Spermatogenese bzw. testikularer Fibrose herzustellen.

Bei Patienten mit eingeschrankter Spermatogenese und verdickten Tubulusmembranen
ist die Anzahl tryptasehaltiger Mastzellen, Produkte ihrer Granulation und ihre Aktivitat
erhoht (59). Somit ware ein direkter Kontakt von Mastzellproteasen mit testikularen
Spermatozoen mdglich. Welchen direkten Einfluss Serinproteasen, im besonderen
Tryptase und Chymase, auf die Spermatogenese oder die Motilitat humaner
Spermatozoen ausuben, war bis jetzt unbekannt.

Mastzellen wurden bereits zuvor im weiblichen Genitaltrakt entdeckt (24, 41, 53, 50);
jedoch ist bislang unklar, ob hier ebenfalls erhdhte Tryptasekonzentrationen fest-
zustellen sind.

Effekte von Mastzellproteasen auf Spermatozoen konnten z.B. Erklarungen fir

Motilitatsstorungen von Patienten liefern und neue Therapieansatze ermoglichen.

Der PAR-2-Rezeptor spielt eine grolde Rolle bei der Aktivierung von Fibroblasten (18).
Dieser G-Protein gekoppelte Rezeptor wird von Keratinozyten, Fibroblasten, Entero-
zyten, Endothelialzellen, glatten Muskelzellen, T-Zellen, bestimmten Tumorzellen und
im Keimepithel exprimiert (14).

Nach Reaktion des Rezeptors mit der Tryptase und anschlielRender Hoch-Regulation
von Cyclooxygenase 2 (COX-2) kommt es zu einer Zunahme der Fibroblastenaktivitat
(18).

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass Tryptase die Fahigkeit besitzt, zeit- und
konzentrationsabhangig die Motilitat von Spermatozoen gesunder Probanden statistisch

signifikant zu verringern.

Dieser Effekt erwies sich als reversibel, da das Auswaschen der Protease wieder zu
einem Anstieg der Motilitatsparameter fuhrte. Dieses Ergebnis ist unerwartet, da PAR-
2-Rezeptoren, an denen Tryptase bindet, single — use — Rezeptoren sind, deren N-

amino-terminales Ende nach Tryptasebindung so verandert wird, dass das Enzym
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gebunden bleibt und somit der Rezeptor funktionell inaktiviert wird (6). Trotzdem konnte
nach Tryptaseentfernung eine statistisch signifikante Zunahme der Gesamtmotilitat
beobachtet werden.

Der motilitatshemmende Effekt von Tryptase ist als spezifisch zu betrachten, da bei
Anwesenheit eines Anti-Tryptase-lgG-Antikérpers die Motilitatsabnahme, die bei Zu-

gabe von Tryptase zu beobachten war, nicht eintrat.

Die PAR-2-Rezeptoren konnten im Rahmen der dargestellten Experimente am Akrosom
und Mittelstiick menschlicher Spermatozoen lokalisiert werden. Dartber hinaus konnte
aufgezeigt werden, dass durch Blockung des PAR-2-Rezeptors durch Vorinkubation mit
einem PAR-2-Rezeptor-Antikorper die Hemmung der Motilitat durch Tryptase verhindert

werden konnte.

Zusammenfassend deuten die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse
darauf hin, dass Tryptase einen direkten, spezifischen, PAR-2-Rezeptor-vermittelten

Einfluss auf die Motilitat menschlicher Spermatozoen ausubt.

Bei Inkubation mit Chymase in héheren Konzentrationen war ebenfalls eine Abnahme
der Gesamtmotilitat der Spermatozoen zu beobachten. Im Gegensatz zu Tryptase
zeigte sich hier jedoch ein irreversibler Effekt.

Aufgrund dieser Beobachtungen scheint die Wirkung von Chymase auf humane
Spermatozoen auf rein proteolytischen Effekten zu beruhen, und nicht auf Interaktionen
uber einen spezifischen Rezeptor.

Somit zeigen diese Ergebnisse, dass Chymase und Tryptase die Motilitat humaner
Spermatozoen Uber zwei verschiedene Mechanismen beeinflussen.

Die direkten, hemmenden Effekte von Tryptase und die proteolytische Wirkung von
Chymase auf Spermatozoen kdnnten sowohl im mannlichen als auch im weiblichen
Genitaltrakt eine Rolle spielen. Der Kontakt von Tryptase und Chymase mit Sperma-
tozoen ware in den Tubuli seminiferi, aber auch z.B. im Nebenhoden, moglich und
konnte bereits hier negative Einflisse auf die Spermatogenese bewirken. Da Mastzellen
im Rahmen der hier dargestellten Untersuchung auch im Tubenepithel nachgewiesen
werden konnten, ware es denkbar, dass Spermatozoen wahrend der Migration im

weiblichen Genitaltrakt mit Tryptase in Kontakt kommen.
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Verschiedene Studien berichteten, dass sich bei Patienten mit idiopathischer Infertilitat
nach Gabe von Mastzellblockern wie Ketotifen, Tranilast oder Rizaben die Sperma-
tozoenkonzentration und ihre Motilitat verbessert (42, 58, 23). Eine mogliche Erklarung
fur diese Beobachtung liefern die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten hemmenden
Effekte von Tryptase auf die Motilitdt humaner Spermatozoen und die Assoziation

zwischen Mastzellen und Tubulusschaden.

Der bei einer placebo-kontrollierten Studie eingesetzte Mastzellblocker Rizaben
bewirkte dariber hinaus sogar im Vergleich zur Placebogruppe eine um 28,6% erhohte
Schwangerschaftsrate (58). Die Ursache fur diesen Effekt ist nicht geklart.
Maoglicherweise wird mittels dieser Praparate eine Degranulation der in den mensch-
lichen Hoden und Nebenhoden lokalisierten Mastzellen verhindert (34). Somit kdnnten
fibrotische Prozesse und die im Rahmen dieser Arbeit beschriebenen Effekte von
Tryptase und Chymase auf Spermatozoen durch einen dauerhaften Einsatz von
Mastzellblockern gedampft werden. Da tryptasehaltige Mastzellen vermehrt in Tubuli
seminferi von Patienten mit Spermatogenesestérungen (Sertoli-Cell-Only-Syndrom,
Spermatogenese-Arrest) vorkommen (29), ware ein erfolgreicher Einsatz von Mastzell-
blockern auch hier denkbar.

Zu beachten ist jedoch, dass die Studien aufgrund geringer Patientenzahlen und relativ
kurzer Behandlungsdauer mit Mastzellblockern methodische Mangel aufweisen und mit
Vorsicht interpretiert werden mussen. Es existieren ebenfalls Untersuchungen, die von
keiner Verbesserung der Spermatozoenparameter nach Gabe von Mastzellblockern
berichten (11).

Untersuchungen zeigten, dass humane Fibroblasten unter Tryptaseeinfluss, PAR-2-
Rezeptor-vermittelt, proliferieren und die Synthese von COX-2 als Schrittmacherenzym
der Prostaglandinsynthese induzieren. Folge der Fibroblastenstimulation ist die
Synthese diverser Prostaglandine, wobei Prostaglandin J2 und sein Metabolit 15d-
PGJ2 das Fibroblasenwachstum fordern. Die Blockierung von COX-2 mit einem COX-2-
Hemmstoff (Meloxicam) verhindert die tryptase-induzierten, fibroproliferativen Vor-
gange. Daruber hinaus zeigte sich, dass die Expression von COX-2 nur in Hoden mit
gestorter Spermatogenese stattfindet, jedoch nicht bei Gesunden (18).

Da Tryptase ihren fibroproliferativen Effekt Uber Aktivierung des PAR-2-Rezeptors und

anschlieRende Freisetzung der Cyclooxygenase 2 (COX-2) vermittelt, ist ebenfalls
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denkbar, dass eine Blockade dieses Enzyms durch COX-2-Antagonisten bei Patienten
mit Spermatogenesestorungen und beginnender Tubulusfibrose vorteilhaft sein konnte
(18). Bis jetzt sind diese Praparate vor allem in der antientzindlichen, aber auch in der

Therapie fibroproliferativer Erkrankungen zum Einsatz gekommen (20, 21).

Cincik et al. (12) konnten zeigen, dass Patienten mit einer erhohten Mastzell-
konzentration in ihren Ejakulaten pathologische Spermatozoenparameter aufwiesen.
21% der von ihnen untersuchten Patienten (n = 400) hatten eine erhdohte Mastzell-
konzentration in ihren Ejakulaten. In dieser Patientengruppe war, im Vergleich zu
Patienten, die keine Mastzellen in ihren Ejakulaten aufwiesen, die progressive Motilitat
der Spermatozoen signifikant erniedrigt. DartUber hinaus wurde bei Patienten mit
mastzellhaltigen Ejakulaten eine statistisch signifikante Erhdhung von morphologisch
veranderten Spermatozoen beobachtet. Kritisch ist anzumerken, dass eine exakte
Klassifizierung der morphologischen Veranderungen nicht vorgenommen wurde.
Ebenso wird keine Aussage uUber den Ursprung der in den Ejakulaten bestimmten
Mastzellen getroffen.

Die eigenen Resultate unterstitzen diese Ergebnisse teilweise, da aufgezeigt werden
konnte, dass Tryptase und Chymase als Mastzellprodukte eine Abnahme der Motilitat
humaner Spermatozoen bewirken und somit die Erklarung flr den negativen Effekt von

Mastzellen auf die Beweglichkeit von Spermatozoen sein kdnnten.

In der hier vorgelegten Studie konnte Tryptase in 14,4% der untersuchten Ejakulate
nachgewiesen werden, die von 114 Patienten aus der andrologischen Ambulanz und
von 25 gesunden Spendern stammten. Bei den im Rahmen dieser Arbeit untersuchten
Tryptaseeffekten hatte Tryptase eine Mindestkonzentration von 10 ng/ml (12 mU/ml).
Diese Konzentration wurde in 2,3% der untersuchten Ejakulate erreicht. Diese waren
mit Tryptasekonzentrationen vergleichbar, die im Atemtrakt von Hunden und bei
isolierten menschlichen Bronchien Kontraktionen auslosen konnten und kdnnen somit
als pathophysiologisch relevant erachtet werden (4, 48). Dennoch war keine signifikante
Minderung der Spermatozoenmotilitat bei Patienten mit einer erhdhten Tryptase-
konzentration (>10 ng/ml) in ihrem Seminalplasma erkennbar.

Derzeit ist es unklar, ob die im Seminalplasma enthaltene Tryptase im Hoden, Ductus

deferens, Nebenhoden oder in den akzessorischen Geschlechtsdrisen produziert wird.
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Weitere Experimente mit Ejakulaten, z.B. vasektomierter Patienten, und immun-
histochemische Analysen konnten weitere Aufklarung liefern.

Im Rahmen dieser Untersuchung konnte keine Korrelation zwischen Tryptase-
konzentrationen im Seminalplasma und Spermatozoenqualitat bzw. Marker fir
Infektionen im Seminalplasma (Granulozytenelastase, Peroxidase-positive Leukozyten)
festgestellt werden. Ebenfalls zeigte sich keine Assoziation von Tryptaseerh6hung im
Seminalplasma und morphologischen Spermatozoenveranderungen. Im Gegensatz
hierzu konnten Cincik et al. (12) eine statistisch signifikante Erh6hung von morpho-
logisch veranderten Spermatozoen in mastzellhaltigen Ejakulaten feststellen.
Weiterfuhrende Untersuchungen, z.B. bei Patienten mit unterschiedlichen Schwere-

graden und Ursachen ihrer Infertilitat, konnten exaktere Erkenntnisse liefern.

In der vorliegenden Arbeit gelang der Nachweis tryptasehaltiger Mastzellen in der
menschlichen Eileiterwand. Dies erganzt Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen (24,
41, 53, 50).

Hunt et al. (24) untersuchten Eileiter von 287 Frauen und konnten in 69% der Histo-
logien intramuskular lokalisierte Mastzellen auffinden.

Die Untersuchungen von Sandvei et al. (41) an gesunden Patientinnen (n = 33) zeigten
eine signifikant hohere Mastzellzahl in der Lamina propria und der Muscularis externa in
der Patientengruppe mit intrauteriner Antikonzeption (Pessar).

Ebenso konnten Tursi et al. (53) bei Untersuchungen an Patientinnen (n = 100), die
intrauterine Antikonzeption (Pessar) einsetzen, eine im Vergleich zur Kontrollgruppe (n
= 33) erhohte Mastzellzahl im Endometrium feststellen.

Daruber hinaus wird eine Zyklusabhangigkeit der Mastzellzahl im Uterus diskutiert.
Untersuchungen zeigten, dass sich pramenstruell die Anzahl uteriner Mastzellen
erheblich reduziert und ihr Gehalt an metachromatischen Granula deutlich vermindert
ist (50).

Die fur unsere Untersuchungen verwendeten Gewebeproben wurden von Frauen ge-
wonnen, die anamnestisch nicht an Fertilitatsstorungen oder Erkrankungen ihrer Geni-
tale litten. Angaben Uber ihren Zyklus zum Zeitpunkt der Materialentnahme liegen aber
nicht vor.

Obwonhl in den Geweproben eindeutig tryptasehaltige Mastzellen nachweisbar waren,
bleibt unklar, ob Tryptase, produziert von tubularen oder uterinen Mastzellen, wirklich

die Lumina dieser Organe erreichen kann.
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Es war bislang nicht bekannt, ob Tryptase im Zervikalmukus, dem Uterus oder in der
Eileiterflussigkeit vorhanden ist. Da es nicht moglich war, Tubenflussigkeit zu
untersuchen, wurde die Tryptasekonzentration in der Follikelflissigkeit von Frauen
bestimmt, die sich einer In-vitro-Fertilisation unterzogen.

Die Tryptasekonzentrationen lagen zwischen 1,60 und 3,73 ng/ml.

Allerdings mussen die hormonelle Behandlung und somit der unbekannte Effekt dieser
Therapie auf die Tryptasewerte beachtet werden. Trotzdem zeigen die durchgefuhrten
Untersuchungen, dass Mastzellen und Tryptase im weiblichen Genitaltrakt anzutreffen
sind. Somit ist es wahrscheinlich, dass Spermatozoen wahrend ihrer Wanderung durch

den weiblichen Genitaltrakt mit Tryptase in Kontakt kommen.

Die Anwesenheit von Tryptase im Seminalplasma als auch in Follikelflissigkeit und ver-
mutlich in Tubenflissigkeit 1at vermuten, dass Interaktionen zwischen Tryptase und

Spermatozoen auf dem Weg zur Eizelle stattfinden.

Die hier vorliegenden Untersuchungen gewahren neue Einblicke in die Rolle von
Mastzellprodukten und ihren Einfluss auf humane Spermatozoen. Tryptase als Protease
in allen Mastzellen zeigt einen direkten, reversiblen und hemmenden Effekt auf die
Motilitat humaner Spermatozoen. Diese Effekte von Tryptase werden tUber PAR-2-Re-
zeptoren vermittelt, die im Rahmen der vorliegenden Arbeit auch auf humanen
Spermatozoen nachgewiesen werden konnten.

Der Nachweis von tryptasehaltigen Mastzellen im menschlichen Eileiter und die
Bestimmung von Tryptase in der Follikelflissigkeit 1al3t vermuten, dass Spermatozoen
wahrend ihrer Migration durch den weiblichen Genitaltrakt mit Tryptase in Kontakt
kommen. Somit ware der Einsatz von Mastzellblockern auch bei Frauen eine mogliche
Therapieoption, um motilitatshemmende Effekte von Mastzellproteasen auf Sperma-

tozoen im weiblichen Genitaltrakt zu blockieren.

Die gewonnenen Resultate erweitern das Verstandnis von Fertilitatsstorungen. Daruber
hinaus unterstutzen die vorliegenden Ergebnisse die bereits gewonnene Erkenntnis,
dass der Einsatz von Medikamenten, welche die Mastzellfunktion und -degranulation

beeinflussen, fir Patienten mit Stérungen ihrer Spermatogenese bzw. Fertilitdt von
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Nutzen sein kénnte, und eréffnen neue Ansatzpunkte flr therapeutische Verfahren bei

Fertilitatsstorungen von Mann und Frau.
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5. Zusammenfassung

Bislang war nicht bekannt, ob und welche Funktionen Mastzellen und ihre Produkte,
z.B. Tryptase und Chymase, bei Fertilitatsstorungen einnehmen.

Tryptase ist in allen menschlichen Mastzellen enthalten (MC+-Typ und MC+c-Typ) und
kann proteinase-activated receptor 2 (PAR-2-Rezeptor) aktivieren. Chymase hingegen
ist nur in einer bestimmten Mastzelluntergruppe (MC+c -Typ) enthalten.

Bei Patienten mit Fertilitdtsstorungen wurde eine signifikant erhdhte Mastzellzahl im
interstitiellen Bindegewebe ihrer Hoden und in der Lamina propria ihrer Tubuli seminiferi
im Vergleich zu fertilen Patienten beobachtet. Verschiedene Studien berichteten Uber
den erfolgreichen Einsatz von Mastzellblockern bei der Therapie mannlicher Infertilitat.
Nachdem bei einigen andrologischen Patienten signifikant erhéhte Tryptasespiegel im
Seminalplasma detektiert werden konnten, war es von gro3em Interesse, ob Tryptase
direkte Effekte auf menschliche Spermatozoen hat.

Es konnte gezeigt werden, dass die Gesamtmotilitdt der Spermatozoen nach einer
Inkubation von 10 Minuten mit 1000 ng/ml Tryptase signifikant abnahm. Nach 30 und 60
Minuten konnte ebenfalls eine signifikante Reduktion der Gesamtmotilitat bei geringeren
Tryptasekonzentrationen festgestellt werden. Dieser inhibitorische Effekt blieb wahrend
einer Beobachtungszeit von 180 Minuten bestehen.

Die Effekte von Tryptase auf Spermatozoen werden tber PAR-2-Rezeptoren vermittelt.
Es gelang, immunhistochemisch PAR-2-Rezeptoren in der akrosomalen Membran und
im Mittelstick humaner Spermatozoen zu lokalisieren. Die Exposition humaner
Spermatozoen von gesunden Spendern (n = 12) mit normalen Spermatozoenpara-
metern mit menschlicher, rekombinanter Tryptase flhrte zu einer signifikanten
Abnahme ihrer Beweglichkeit, die sowohl zeit- als auch dosisabhangig war. Daruber
hinaus zeigte sich der inhibitorische Effekt von Tryptase als reversibel und konnte durch
Prainkubation der Spermatozoen mit Anti-Tryptase-Antikorpern verhindert werden. Die
PAR-2-Rezeptoren erwiesen sich als funktionell aktiv, da nach Prainkubation der
Spermatozoen mit Anti-PAR-2-Antikorpern und anschlieender Inkubation mit Tryptase
der motilitatshemmende Effekt von Tryptase nicht eintrat.

Im Gegensatz hierzu war die verringerte Beweglichkeit der Spermatozoen nach
Inkubation mit Chymase nicht reversibel, so dass dieser Effekt rein proteolytisch zu sein

scheint.



42

Diese Ergebnisse zeigen erstmalig, dass Mastzellprodukte sowohl einen rezeptor- als
auch einen nicht-rezeptorvermittelten, inhibitorischen Effekt auf humane Spermatozoen
ausuben. Tryptase konnte im Seminalplasma bestimmt werden, und es gelang der
Nachweis tryptasehaltiger Mastzellen in der menschlichen Eileiterwand. Dies laf3t
vermuten, dass Effekte von Tryptase auf dem Weg der Spermatozoen zur Eizelle
stattfinden konnten.

Somit kdnnten im weiblichen und mannlichen Genitaltrakt lokalisierte Mastzellen und
ihre Produkte eine bis jetzt unbekannte Rolle bei der menschlichen Fertilitat bzw.
Sterilitat einnehmen, wodurch sich neue Ansatze bei der Therapie von Fertilitats-

stérungen mit Mastzellblockern eréffnen.
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